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人源和猪源猪链球菌的同源性研究

朱凤才 　杨华富 　胡晓抒 　汪华 　王广和 　宋亚军 　杨瑞馥

　　【摘要】　目的 　进一步鉴定菌种 ;评价人源株与猪源株猪链球菌的同源性。方法 　对分离自猪

无菌部位、患者血液和脑脊液的 7 株猪链球菌 Ⅱ型和标准猪链球菌 Ⅱ型 ,用菌体脂肪酸分析和随机引

物基因扩增技术进行菌种的表现型和基因型分类。对其结果进行聚类分析和主成分分析。结果 　随

机引物基因扩增技术分析提示 ,被检的 7 株猪链球菌 Ⅱ型与标准株一致 ,均为猪链球菌 Ⅱ型 ;人源株

与猪源株同源 ;分离自病人血液和脑脊液的菌株同源。这些结果在菌体脂肪酸分析中得到了进一步

的确认。即基因型与表现型结果一致。结论 　被检的 7 株猪链球菌 Ⅱ型与标准株均同源。
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【Abstract】　Objective 　To identify S . suis and to evaluate the homogeneity of isolates of S . suis

from human and swine. Methods 　Culture , morphology , API biochemical tests and serum coagulate tests
were used. All the 7 strains of streptococcus were confirmed to be S . suis serotype 2. Two strains and 1
strain were isolated from blood and cerebrospinal fluid (CSF) of patients , respectively , while the other 4
strains were obtained from the infected swine or their corpses. Seven strains of S . suis serotype 2 and
reference strain SS2 were analyzed by randomly amplified polymorphic DNA analysis with six primers and
Rep PCR with four primers and thalli fatty acid profile analysis. Cluster and principal compound analysis of
results were performed with RAPD , Phylip and Treeview software. Results 　By analysis on RAPD
patterns , a close relationship among 7 strains of S . suis serotype 2 and reference strain SS2 was discovered.
Human2born strains and swine2born strains exhibit similar RAPD patterns. There was a same clonal
relationship between strains originated from the blood and CFS of the patients. These results were
confirmed by thalli fatty acid profile to have genotypic and phenotypic identity. Conclusion
Homogeneity exists among the 7 strains and reference strain SS2.
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　　1998 年 7 月下旬至 8 月中旬 ,江苏省南通等地

区发生了人和猪重症感染 ,导致了万余头生猪未能

来得及治疗即死亡 ,与病、死猪密切接触者 (主要是

非职业性屠宰者) 有 25 人发病 ,其中有 14 人死

亡[1 ] 。疫情发生后 ,从病人的血液和脑脊液 ,以及

病、死猪的无菌部位分离到十余株链球菌。笔者用

菌体脂肪酸分析和随机扩增 DNA 多态性分析

(RAPD)技术对分离自不同地区和不同宿主的链球

菌的表现型和基因型进行分析并与猪链球菌 Ⅱ型标

准株进行比较 ,以期追踪人体病原的感染来源 ,以及

对分离菌株进一步地进行鉴定和分类 ,现将研究情

况报告如下。
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材料与方法

一、菌株来源

被测链球菌菌株有 7 株 ,编号分别为 98001、

98003、98005、98012、98015、98242、99001 , 其中

98001、98005、98242、99001 分离自南通海安病、死

猪的内脏 ;98015 分离自海安病人的血液 ,98012 和

98003 分别分离自与海安相邻的如皋市两病人的血

液和脑脊液。99001 为 1999 年分离株 ,余为 1998

年分离株。另用猪链球菌 Ⅱ型标准菌 SS2 (来自德

国)作对照 ,被检 7 株链球菌均经 API 20 Strep 生化

和标准血清凝集试验 ,鉴定为猪链球菌血清 Ⅱ型。

二、菌体脂肪酸分析

取冷冻干燥的菌粉 5 mg ,加 5 %氢氧化钠甲醇

溶液 5 ml 100 ℃30 min ,然后冷却至室温 ,加 6 mol/

L 盐酸酸化至 p H2 ,加 14 %三氟化硼甲醇溶液 4
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ml ,用 10 mol 氯仿2已烷 (1∶4) 萃取 ,提取液加硫酸

钠 1 g ,用干燥氮气吹干提取液 ,加正已烷 100 ml ,每

次取 2μl 提取液在美国 M IDI 公司 SHERLOCK全

自动细菌鉴定系统中进行菌体膜脂肪酸气相色谱分

析。对各菌株的菌体膜脂肪酸的构成指标进行聚类

分析和主成分分析。

三、随机扩增 DNA 多态性技术方法

1. 引物 : 10 条引物分别为 OPB3 , OPB8 ,

OPB10 , OPB12 , OPB13 , OPB14 , REP1 , REP2 ,

ERIC1 , ERIC2。其中 OP 类引物购自北京北方同

正公司 , ERIC 和 REP 类引物由军事医学科学院微

生物流行病研究所分子微生物实验室提供。

2. 模板制备 :用碘化钠裂解玻璃粉吸附法制备

DNA 模板。

3.扩增条件 :见参考文献[2 ] 。引物各 1 μl (50

pmol/ L) ,模板 5μl (约 50～100 ng) , PCR 缓冲液

3μl , Taq DNA 聚合酶 2 U ,dN TP (2 mmol/ L) 1μl ,

加水至 30μl ,混匀后扩增 ,共 45 次循环。扩增产物

用1. 5 %琼脂糖凝胶电泳检测。

4. 结果分析 :用 RAPD 读取数据 ,Phylip 程序进

行聚类分析 , Treeview 软件生成聚类图。

结 　　果

一、菌体脂肪酸分析

6 株被测猪链球菌及标准猪链球菌 Ⅱ型与菌体

脂肪酸自动分析系统内置库内有关标准菌的脂肪酸

成分数据的聚类和主成分分析提示 :分离自海安病

人血液的 98015 株与分离自海安病死猪的 98005 株

为同一克隆株 ;98015 株与同一地区分离自猪的另

一株 98242 也非常接近 ;分离自如皋不同病人的血

液和脑脊液的 98012 株与 98003 株为同一克隆株 ;

1998 年分离自如皋的两病人的菌株与 1999 年分离

自海安病死猪的 99001 株的菌体脂肪酸构成也非常

近 ;被测 6 株猪链球菌与猪链球菌 Ⅱ型标准菌株一

致或非常接近 ;而与系统库内置的牛链球菌、唾液链

球菌、化脓链球菌、血链球菌、无乳链球菌、缓症链球

菌和 S . m utans 链球菌对照相差甚远。

二、RAPD 分析

7 株被检菌株与猪链球菌标准菌株 SS2 菌株经

6 条 OP 类引物的逐个引物扩增 ,以及 ERIC1 +

ERIC2、REP1 + REP2、ERIC1 + REP1 和 ERIC1 +

REP2 的混合扩增后 ,经 RAPD 读取数据 , Phylip 软

件聚类分析 ,再由 Treeview 软件生成图 1。由图 1

提示 ,7 株被检菌株与猪链球菌 Ⅱ型标准菌株的遗

传距离很近 ,变异度小于0. 1 % ;分离自海安病、死猪

的 98005 株和分离自海安病人的 98015 株为同一克

隆株 ,此 2 株与分离自海安的病死猪的 98024、

98001、99001 三株菌的遗传距离也很近 ;分离自如

皋病人的血液与脑脊液的 98012 株和 98003 株为同

一克隆株。1999 年分离自海安病死猪的 99001 株

与 1998 年分离自如皋病人的 2 株菌的距离较近。

图1 　随机扩增 DNA 多态性分析的聚类图

讨 　　论

近十余年 ,欧美各国相继报道重症链球菌感染

病例 ,国内少有此类报道[3 ] ,由猪传染给人的引起

人体重症链球菌感染的主要病原是猪链球菌 Ⅱ型 ,

国外多数学者把它当作屠夫的职业病[4 ,5 ] 。自 1968

年首次报道了猪链球菌 Ⅱ型引起人体严重感染病例

后 , 已有数十个国家报道了此类病例 ,在 1968～

1989 年间 ,全球有 108 例猪链球菌 Ⅱ型所致人体感

染病例[6 ] 。但国内迄今尚未见此类人体病例报道 ,

因此 ,有关猪链球菌 Ⅱ型的资料较少。

由于猪链球菌 Ⅱ型与其他链球菌 (如血链球

菌) ,绝大多数的生化特征一致 ,使该菌的菌种鉴定

相当困难 ,曾经一度让我们把它定为血链球菌[7 ] 。

因此 ,从分子生物学角度 ,对该菌的表现型和基因型

进行菌种的进一步确认很有必要。

我们利用菌体膜脂肪酸构成差异 ,进行菌体脂

肪酸气相色谱分析 ,以期进行表现型分类。同时 ,设

计 10 条引物进行随机引物 PCR ,以期进行基因型

分类 ,在设计引物时 ,引物数远多于国外同类研究中

的 OPB7、OPB10、OPB17 三个引物[2 ] 。并且 ,在采

用只有 10 个碱基的具有普遍性的 OP 类引物的同
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时 ,还设计了有 22 个和 18 个碱基的具有相对特异

性的 ERIC、REP 类引物 ,这两类引物同时进行随机

引物 PCR ,使其基因型分类更加细致 ,更有针对性。

从菌体脂肪酸的聚类分析与主成分分析来看 :

被检的 6 株链球菌与猪链球菌 Ⅱ型标准株一致 ,均

为猪链球菌 Ⅱ型 ;人源株与猪源株同源 ;分离自病人

血液和脑脊液的菌株同源。这些结果在随机引物

PCR 的基因型聚类图中得到了进一步的确认 ,即表

现型与基因型结果一致。

本文所采用的表现型与基因型分析方法 ,有助

于对菌种进一步鉴定 ,有助于追踪病原体的起源、发

展情况 ,为今后科学地防止该菌感染具有重要意义。

所采用的方法对开展类似病原的研究具有借鉴价

值。
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·流行病学论文集选登·

228 例上消化道溃疡穿孔患者的流行病学分析

董立国 　蒲永东 　朱志东

　　上消化道溃疡穿孔是溃疡病的并发

症之一 , 本文拟对其一般情况、发病季

节、发病诱因、溃疡病穿孔的易患因素等

资料进行流行病学分析 ,现报告如下。

一、资料与方法

1. 一般资料 :选自我院 1983 年 12

月至 1999 年 1 月急性上消化道溃疡穿

孔患者 228 例 ,其中男性 214 例 ,女性 14

例 ,男女之比为 15. 3∶1。年龄最小 16

岁 ,最大 83 岁 ,平均49. 5岁 ,发病高峰在

21～40 岁年龄段。

2. 诊断标准 :患者以往有溃疡症状

或溃疡病史 ,穿孔后表现急剧腹痛和显

著的腹膜刺激症 ,结合立卧位 X 线腹部

平片以及B 超检查确诊为上消化道溃疡

穿孔。手术切下的标本全部送病理检

查。

3. 调查方法 :全部 228 例患者均入

院手术治疗 ,通过对一般情况、现病史、

既往史的询问获得结果。

二、结果

本组 228 例中胃穿孔 94 例 ;十二指

肠穿孔134例。各月均有发病 ,以秋冬

作者单位 :100091 北京 ,解放军第三○九
医院普通外科

和冬春之交时期最多。当气温急剧变

化 ,尤以降温时发病数明显增多。其中

民工55. 3 %(126/ 228) ;工人22. 8 %(52/

228) ; 知识分子及公务员 12. 3 % ( 28/

228) ; 其 他 5. 3 % ( 12/ 228 ) 。吸 烟 占

78. 1 %(178/ 228) 、劳动强度大占50. 9 %

(116/ 228) 、饮酒占51. 3 % (117/ 228) 、高

纤维饮食占41. 7 % (91/ 218) 、精神紧张

占38. 7 % (82/ 212) 、药物占33. 8 % (69/

204) 。其诱因以饱餐尤以进粗糙食物后

发病19. 3 % (44/ 228) ;饮白酒后发病者

7. 0 %(16/ 228) ;1 例感冒引起剧烈咳嗽

而诱发本病。228 例中 1 例十二指肠溃

疡穿孔行胃大部切除B1 式吻合术后 ,吻

合口瘘并腹腔感染死亡 ,死亡率0. 44 %。

三、讨论

十二指肠溃疡与慢性病史、溃疡病

家 族 史、吸 烟 有 紧 密 的 联 系[ 1 ] 。

Gutthann[ 2 ] 认为同时使用多种 NSAID

(nonsteroidal anti - inflammatory drugs)

和大剂量使用单一 NSAID 都大大增加

了消化性溃疡病人危险 ,同时社会压力

与溃疡穿孔之间有密切关系。慢性社会

压力在消化性溃疡穿孔的病因学方面起

着重要的作用[ 3 ] 。尤其引起注意的是 ,

本文 228 例上消化道溃疡穿孔中青年男

性、民工患者占大多数。笔者认为在外

打工人员劳动强度大 ,饮食规律性差 ,卫

生条件不良 ,经济状况低下 ,再加上部分

人员暴饮、暴食导致胃粘膜损害致溃疡。

因而对上消化道溃疡穿孔的预防需要注

意这些发病的诱因 ,避免大量饮酒和吸

烟。食用低纤维膳食 ,提高生活规律 ,减

轻社会及个人诸方面的生活压力 ,合理

应用非类固醇药物 ,尤其对本文溃疡穿

孔患者中新的民工群体的流行病学需要

引起社会的重视。
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